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【目的】
キ ンポウゲ科 の トリカブ トは著名 な有毒植物 であ り,そ の矢毒への使用 は旧石 器時代 か ら始 まっている
と推定 されている。 トリカブ トはその猛毒性 ゆえ,一 般民衆の誤食等の中毒事故事例が存在す るのみ な ら
ず,洋 の東西 を問わず要人の暗殺等,政 治 的謀略 に も用 い られ てきた経緯 があ り,そ れ らの記録 は数多 く
の史書 に残 ってい る。
トリカブ ト毒 の本質 は,ア コニチ ンに代表 される アコニチ ン系 アルカロイ ド(ア コニチ ン類)で あ り,
アコニチ ンの他 にメサ コニチ ン,ヒ バ コニチ ンお よびジェサ コニチ ン等 が存在す る。 アコニチ ンの ヒ ト経
口致死量 は1な い し2mgである と報告 されて却 り,植 物 由来化学成分 のなかで最 も毒性 の強 い成分 とされ
る。
これ らアコニチ ン類 は,神 経細胞膜 に存在す るナ トリウム イオ ンチ ャンネルのゲー ト機構 に作用 して膜
電位依存性 を過分極側 に移動 させ る。このため中毒時の主 な臨床症状 としては麻痺,不 整脈等の症状 がみ
られる。不整脈 は心室細動等,致 命 的な ものに移行 し,最 悪の場合 は,心 臓,呼 吸停止が発現 し死の転帰
をた どる。
現代 で も トリカブ ト毒 に起 因す る中毒事故 は散発 してい るが,中 毒事故 が発生 した場合,臨 床的 には適
切 な治療 を行 う上で中毒起 因物質 の同定 ・定量が必須 となる。一方,殺 人 あるい は自殺の事例 など,中 毒
に事件性 が疑 われる場合 は,裁 判化学的に中毒起 因物質の同定 ・定量が不可欠 となる。
前述の ようにアコニチ ン類 は極 めて微量で毒性 を発 現するため,中 毒患者体液 中の本 アル カロイ ド濃度
は極めて低 い。従 って,ト リカブ ト中毒患者体液 中か らアコニチ ン系 アル カロイ ドを定量す る場合,従 来
法 は感 度お よび特異性 の点 で不十分 であ る。そのため,ト リカブ トを用 いた殺人 は証拠の残 らない殺 人方
法 とされていた。 この ような背景で特 に裁判化学分野か ら,ト リカブ ト中毒事例 にお ける生体 試料 中ア コ
ニチ ン系 アルカロイ ドの同定お よび定量法 の開発が待 たれていた。
そ こで,本 研 究では,上 記 の問題点 を背景 と して測 定感度 お よび化合物特異性 にきわめて優 れるガスク
ロマ トグラ フィー/マ ススペ ク トロメ トリー(GCIMS)を用 い,(A)ト リカブ トを用 いた犯罪へ の対応
とその抑 止への応用お よび(B)誤 食や 自殺 企図の際の原因物質の 同定 とそれ に対す る適切 な処置へ の応
用 を目的 として,ト リカブ ト毒 に関 し裁判化学 的お よび臨床薬学的視点か ら以下の検:討を加 えた。
すなわち,最 初 に,① トリカブ ト属植 物中の毒含有量 につ いて知見 を得 る目的で高分析精度 を有す るガ
ス クロマ トグラフ ィー一セ レクテ ッ ドイオ ンモニ タリング(GC-SIM)を用 い,ジ エステル型 アコニ チ ン
系 アルカ ロイ ドの定量法 を確立 した。そ して,各 季節 ご とに採取 した トリカブ ト塊根 中のジエ ステル型 ア
コニチ ン系 アルカロイ ドを定量 し,毒 含 有量 の季節変動 にρ いて検 討 した。 また,② トリカブ ト毒 の体 内
動態解 明を 目的 として,ジ エステル型 アコニチ ン系 アルカロイ ドとそれ らの加水分解体 について生体試料
中か らの超微:量一斉定量法 を確立 した。 さらに,③ トリカブ ト根塊 抽出液摂取 で 自殺 を図った患者 の,経
時的に採取 した血液お よび尿試料 を分析 し,・アコニチ ン系 アル'カロイ ドの体 内動態 について検討 を加 えた。
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【方 法 】
1.GCIMS測 定 条 件
VandenBergのソ ルベ ン トレス注 入 装 置 を装 着 した 日本 電 子 製DX-303型GC/MS装置 に,デ ー タ処 理 装 置
DA-5000を連 結 した。GCIMSはEI(ElectronI出pact)法で,イ オ ン源温:250℃,イ オ ン化 電 圧:70eV,
トラ ップ電 流:300μA,加 速 電 圧:3kVの 条 件 で行 っ た 。 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー は,DB-5化 学 結 合
型 溶解 シ リ カキ ャ ピ ラ リー カ ラム15m×0.25mmi.d.(J&WScientific社)を使 用 し,250℃か ら320℃ま
で16℃/minの昇 温 条件 で行 っ た。
2.GCISIMでの各 アコニチ ン系アルカロイ ドのモニ タリングイオン
ヒバ コニチ ンはmonotdmethylsi孟y1(TMS)エーテル誘導体,メ サ コニチ ン,ア コニチ ン及 びジェサ コニ
チ ンはbf5TMSエー テル誘導体 か ら得 られる基準 ピーク([M-CH3COOH-OCH3]+イオ ン)で あるm吃596,
684,698及び728をモニタ リングイオ ンとして,そ れぞれ使用 した。 アコニ ン及び メサ コニ ンは めe勲TMS
エーテル誘導体,ヒ バ コニ ン,ベ ンゾイル アコニ ン及 びベ ンゾイルメサ コニ ンは 厘TMSエ ー テル誘導体 ,
ベ ンゾ イル ビバ コニ ンはbfsTMSエー テル誘導体 か ら得 られ る各 々の基準 ピー ク([M-OCH,]+イオ ン)
m々756,742,654,788,774及び686をモニ タリングイオ ンとして,そ れぞれ使用 した。 なお,定 量分析
は,各 アル カロイ ドの標準 品を用いて検量線 を作成 し,ピ ー ク面積法 で行 った。
3.試 料 として用 いた トリカブ ト根塊
トリカブ ト根塊 は福 島県 西 白河郡西郷村 にて1990年12月,1991年3月,5月,6月お よび9月 に,そ れ
ぞれ採取 し,室 温 にて十分乾燥 後分析 に用い た。
4.ト リカブ ト根塊 からの試料調整法
乾燥 した トリカブ ト根塊 を精秤後,根 塊 を乳鉢 を用 いて細粉砕 した。粉砕 した トリカブ ト根 塊2gあ た
り40mLのメタノール を加 え室温 にて1時 間激 しく撹拝抽 出 し,遠 心分離 を行 い,粗 抽 出液 を得 た。得 ら
れた粗抽 出液 の溶媒留去で得 られた物質 についてStas-Otto法に従 い,ア ルカロイ ド画分 を得 た。す なわち,
粗抽 出液の溶媒留去後,残 渣 に30mLの精製水 を加 え10%酒石酸水溶液 を滴下す る ことに よ りpHを3に
調整 した。激 しく撹拝 した後,遠 心分離操作 を行 い上清 を得 た。得 られた上清 に60mLのジエチルエ ーテ
ル を加 え激 しく振盟抽出操作 を行 った後,水 層 を得 た。 なお,こ の操作 は繰 り返 し行 った。次 いで水層 に
1N水 酸化 ナ トリウムを滴下 しpHを11に調整 した後 に,ク ロロホル ム40mLを加 えて激 し く振 盟抽 出操
作 を行 った後,ク ロ ロホルム層 を得 た。 この操作 は繰 り返 し行 った。得 られたクロロホルム層 の1万 分の
1ない し10万分 の1を 精密 にはか りと り,溶 媒留去 後,残 渣 に50μLの ピリジ ンお よび50μLのBSTFA
(瓦0-bゴ3(tr孟methyls童lyl)trifluoroacetamide)を加 え,密 栓 し室 温 にて1晩 放置す ることによ りアコニチ ン類
をTMS誘導体 に導 き,GCISIM分析 に供 した。
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5.血 液 または尿 からの試料調製法
血 液 または尿 か らの アコニチ ン系 アルカ ロイ ドの精製 はBondElutSiカー トリ ッジを用い た固相抽 出法
で行 った。す なわち,試 料1mLに メ タノール10mLを加 えて よ く混和後,3000×9,10分間遠心分離 を行
い上清 を得 た。残渣 に再 びメタノール10mLを加 えて よ く混和 しこの操作 を繰 り返 して行 った。得 られた
上清 を合 わせ た後,減 圧乾 固 し,残 渣 をアセ トニ トリル0.5mLで溶解 し,BondElutSiに導通 した。 クロ
ロホルムおよび酢酸エチル各10mLで洗浄後,50%ジ エチルア ミ7一 クロロホル ム混合 液20mLでア コニ
チ ン系 アルカロイ ド画分 を溶出 し,こ の溶 出液を減圧乾 固後,前 記の方法 に従 い アコニチ ン系 アルカロイ
ドをTMS誘導体 に導いた後,GC-SIM用試料 とした。
6.ト リカブ ト中毒 患者 の血液 および尿試料
45歳男性 が 自殺 目的で トリカブ ト根抽 出液 を服毒 した 中毒例 につ いて,採 取 した試料 を用 いた。採血 は
毎 日一 回,午 前9時 に行い,尿 は一 日分 を蓄尿 し,そ れぞれ直 ちに凍結保存 した もの を試料 と して提供 さ
れた。 これ らの各試料 は分析 まで一80℃で保存 した。
【結果お よび考 察】 ・,.一
①GCIMSを用いた トリカブ ト毒定量法の確 立 と根塊 中の毒含有量の季節変動
従来 の定量法 と比較 して感度お よび特異性 に優iれるGCIMSを用 いたアコニチ ン類 の定量法 を確立 した。
この定量法 を用 いて トリカブ ト根 塊中のア コニチ ン類含有量 の季節変動 にっいて検討 を加 えた ところ,以
下 のこ とが らが判明 した。
・同一場所 か ら採取 した同一種 はアル カロイ ド組成が ほぼ一致 したが,各 試料 中のア コニチ ン類含量 には
大 きな差異がみ られた。
・採取時期 に よるア コニチ ン類含有量 について変動 を調べ た ところ平均含有量 は一年 を通 じて5月 が最大
(4190μ9/9)であ り,9月が最小(1881μ9/9)であ った。
以上,ア コニチ ン類含量 を分析 す ることは,犯 罪等 に用 い られた トリカブ トの産地や採取時期 の特定 の
みな らず,薬 用植物 の効率 的利用 の検討 にも有用 である と考 え られた。 また,ト リカブ 杢の楳塊 約1な い
し2gがヒ ト経 口致死 量 に相 当す る と推察 された。 ・`沈
② アコニチ ン類 とその代謝産物 と考 えられ る加水分解体 の生体試料 中一斉定量法 を確立 した。本法 は抽 出
操 作 も簡 便で あ り多検体 の高感度 一斉分析 が可能 である。(回収 率:各 アル カロ イ ドで(以 下同)86～
94%,SE:0,7～4.3,検:量線の直線範 囲50pg㌻7.5ng,r2=0.999)
③ トリカブ ト中毒患者 の血液お よび尿 を用いた トリカブ ト毒 お よびその加水分解体 の体 内動態 の検討 では
以下の知見が得 られた。
・アコニチ ン類 の加水分解体が体液 中か ら検出 され,ア コニチ ン類 の加水分解体 はその対応 す るア コニチ
ン類 の代謝産物 の一つである ことが判 明 した。
・アコニチ ン系 アルカロイ ドは服毒翌 日採取血清中か らは検 出不能 となったが,尿 中 には持続 的な排泄 が
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行 われ,服 毒7日 後 に検出 されたアルカロイ ドもあった。、
以上,前 記一斉定量法 を応用 して実際の トリカブ ト中毒患者 の血清お よび尿 を分析 した ところ,尿 試料
に より服毒数 日経 て も トリカブ ト中毒 の確定診断が可能である ことが示 され,そ の濫用 の抑止力 になる も
の と考 え られた。
近年の社会情勢をみると種々の毒物を濫用することによる犯罪事件が多発 してお り大 きな問題 となって
いる』このような事件の解決,あ るいは事件 を未然 に防ぐ意味で も,犯罪に用いられる薬物について,中
毒起因物質そのものの定性および定量法の開発のみならず,体 液中からの定量法の開発,お よび服毒量 ・
服毒時間の推定を目的とした毒物の生体内動態の解明が望 まれる。特にアコニチン系アルカロイ ドに関し
ては,裁判化学的に前述のことは勿論であるが,一 方,臨床薬学的には中毒患者の薬物療法の治療効果向
上,さ らに,未だ不明な点の残るアコニチン系アルカロイ ドの薬理作用の解明等の目的でこれらのアルカ
ロイドの体内動態の解明が望まれる。
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審 査 結 果 の 要 旨
トリカブ ト属植物 の含有成分 として現在 まで約300種の アル カロイ ドが単離 されているが,そ の著 明な
もの はアコニチ ン系 アル カロイ ドであ り,ト リカブ ト毒 の本 質である。 アコニチ ン系 アル カロイ ドの定量
分析 は,裁 判化学的には事件解決 に不可欠であ り,ト リカブ トを用 いた犯罪 の抑止効果 も期待 される。一
方,臨 床 薬学的 には,ト リカブ トの誤食や 自殺企図の際の中毒原 因物 質の特定 と対処法の確立 に有用であ
る。 アコニチ ン類は極 めて微量 で毒1生を発現す るため,例 えば中毒患者体液 中の アコニチ ンアル カロイ ド
の同定及 び定量 には,分 析感 度や信頼性 の優 れる方法の開発 が望 まれてい た。
本研 究では,N,0一ビス(ト リメチル シリル)ト リフルオロアセ タ ミド(BSTFA)による トリメチル シル
(TMS)誘導体化 法及び ガス クロマ トグラフィー/マ ススペ ク トロメ トリー(GCIMS)一選択 イオ ン検:出
法 による分析法 を確立 し,ト リカブ ト毒 であ るアコニチ ン系 アルカロイ ド類(ア コニチ ン,メ サ コニチ ン,
ヒバ コニチ ン及びジェサ コニチ ン)の 選択 的超微量定量法 を確立 し,従 来法では分析不 可能であった検 出
限界10pgを達成 した。 さらに,確 立 した定量法 を用いて,ト リカブ ト根 塊 中の アコニチ ン類含有量 を検
討 した結 果,同 一場所 か ら採取 した同一種 の アル カロイ ド組成が ほぼ一致す ること,そ の含有 量の季節変
動 は5月 が最 大であ り,9月 が最小 であ るこ とを明 らかに した。す なわ ち,本 定量法 を用 いて試料 中のア
コニチ ン類含量 を分析す る とき,犯 罪等 に用い られた トリカブ トの産地や採取時期の特 定,・あるいは薬用
植物 の品質管理への応用性 が期待 で きるこ とが判明 した。
また,ピ リジ ン中,触 媒 として1%の トリメチルクロロシランをBSTFAに添加す ることによ り,ア コニ
チ ン類,ア コニン類 及びベ ンゾイル アコニ ン類 の単一 なTMS誘導体 を得 る ことに成功 した。本TMS誘 導
体 化法 とGCIMS法を利用 し,生 体 試料 中の ア コニチ ン類 及びその加水 分解生成物 の一 斉定量 法 を確 立 し
た。本法 は,抽 出操作 も簡便であ り,多検体 の高感度一斉分析が可能で あった。確 立 した定量法 を用 いて,
トリカブ ト中毒患者の血液及 び尿 を用いた トリカブ ト毒及 びその加水 分解 生成物 の体 内動態 を検討 した結
果,対 応 するアコニチ ン類の加水分解生成物 が体 液中か ら検出 された。体 内動 態の解析 か ら,ア コニチ ン
系 アルカロイ ドは服毒翌 日の採取血清中か らは検 出不能 であったが,尿 中 には持続 的な排泄が行 われ,服
毒7日 後 に検 出され たアル カロイ ドもあ ったことか ら,尿 試料 を用 い ることによ り,服 毒数 日を経 て も ト
リカブ ト中毒の確 定診 断が可能 とな り,そ の濫用の抑止力 になるもの と期待 された。
場上,本 研究 は,ト リカブ ト毒 であ るア コニチ ン系 アルカロイ ドの超微量 一斉分析法め 開発 と生体試料
へ の応用 を行 った ものであ り,薬 学 ・裁判化学 における貢献度 は高い。
よって,本 論 文は博士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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